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© Proteinaseninhlbitoren, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie diese enthaltende Arzneimittel. 

© Die Erfindung umfaBt Peptidvarianten auf der Basis der inhibitorisch aktiven Dominen des menschlichen 
Bikunins (d.i. die inhibitorisch aktive Komponente des lnter-a-Trypsininhibtors f bzw. der saurestabile Serum- 
Trypsininhibitor, bzw. der Ham-Trypsininhibitor), Verfahren. die beschriebenen Peptidvarianten mit Hilfe gentech- 
nologischer Methoden mit Mikroorganismen (Bakterten, niedere Eukaryonten) herzustellen, sowie diese Peptidva- 
rianten enthaltende Arzneimittel. Die Peptidvarianten sind gekennzeichnet durch ihre FShigkeit Serinproteasen. 
iz.B. pankreatische und granulozytSre Elastase, Kathepsin G Oder Plasma-Kallikrein zu hemmen. 
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Proteinaseninhibrtoren, Verfahren zu ihrer Herstellung sowle diese enthaltende Arznelmittel 

Die Erfindung umfaBt Peptidvarianten auf der Basis der inhibitorisch aktiven Dominen des menschli- 
chen Bikurans (d.i. die inhibitorisch aktive Komponente des Inter-orTrypsininhibitors, bzw. der sMurestabile 
Serum-Tiypsininhibitor. bzw. der Harn-Trypsininhibitor), Verfahren. die beschriebenen Peptidvarianten mit 
Hilfe gentechnologischer Methoden mit Mikroorganismen (Bakterien. niedere Eukaryonten) herzustellen, 
s sowie diese Peptidvarianten enthaltende Arzneimittel. Die Peptidvarianten sind gekennzeichnet durch ihre 
Flhigkeit Serinproteasen. z.B. pankreatische und granulozytare Eiastase. Kathepsin G oder Plasma- 
KaJIikrein zu hemmen. 

Normalerweise werden Proteasen. wenn sie in den Extrazellularraum gelangen, von potenten endoge- 
nen Proteinaseinhibitoren wie dem a*-Proteinaseinhibitor (Travis & Salvesen. Ann. Rev. Biochem. 52. 655, 

to 1983) rasch abgefangen. In bestimmten Situationen kann dieser Schutzmechanismus nicht oder zumindest 
nicht ausretchend greifen und aJs Konsequenz kann es zu schweren Krankheitsbiidern wie Emphysembil- 
dung, septischem Schock, Schocklunge. ARDS, rheumatoider Arthritis. Koagulationsstorungen. Nteren- und 
Leberversagen u. a. kommen. Spezifisch wirkende Proteinaseinhibitoren sind in diesem Zusammenhang aJs 
potentielle Therapeutika von speziellem Interesse. Fur eine Anwendung am Menschen sind dabei Proteina- 

15 seninhibitoren von besonderem Interesse, deren AminosSuresequenzen naturlichen humanen Inhibitoren 
ahnlich sind. Dies gilt insbesondere fQr Langzeittherapien wie die Behandlung von a«-Proteinaseinhibitor- 
Defizienzen (Emphysembildung) zur Vermeidung toxischer oder aJlergischer Nebenwirkungen. 

Obwohl der ai-Proteinaseinhibitor der natQrliche Gegenspieler der neutrophilen Eiastase ist. die es bei 
einem entzundlichen Geschehen extrazellular primar zu hemmen gilt, ist er fQr eine therapeutische 

20 Anwendung aus mehreren GrOnden nicht optimal geeignet Sein relativ hones Molekulargewicht von 53 000 
d zwSnge zum Bnsatz unphysiologisch hoher Gewichtsmengen des Inhibitors. Zwar waren die erforderli- 
chen Mengen auf gentechnischem Weg zugSngGch. doch erforderte die verminderte biologische Halbwert- 
zett eines nicht in physiologischer Weise glykosylierten rekombinanten Proteins in der Zirkulation (Matheson 
et al.. J. Biol. Chem. 261. 10404. 1986) den Bnsatz noch groflerer Mengen des Inhibitors. Ohnehin gilt der 

25 Inhibitor als proteolysierbar und oxidierbar. 

Beide Bgenschaften verringem die Konzentrab'on der aktiven Spezies weitere. Ledtglich die Oxidierbar- 
keit w3re auf gentechnischem Weg durch Substitution des Methioninrestes im reaktiven Zentrum des 
Inhibitors (Pt -Position) durch z.B. Leucin (McCourtney et al.. Nature 313,149. 1985) zu beseitigen. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es. Proteinaseinhibitoren z.B. gegen humane Leukozytenelastase. 

30 Kathepsin G oder Plasma-KaJlikrein mit deutiich kleinerer Molekulmasse fQr die Therapie menschlicher 
Erkrankungen zu entwickeln. Es gait dabei zu UberprOfen. ob durch Modifikation bereits bekannter 
menschlicher Inhibitoren Proteinaseinhibitoren mit etnem erwUnschten Hemmspektrum maBgeschneidert 
warden konnen. Demnach waren die inhibitorisch aktive Untereinheit des menschlichen Inter-a-Trypsininhi- 
bitors ITI (Schreitmuller et al.. Biol. Chem. Hoppe-Seyler. 368. 963. 1987; Gebhard et al.. Biol. Chem. 

35 Hoppe-Seyler 369S. 19. 1988; Gebhard et al., FEBS Lett 229. 63. 1988; Gebhard et al.. Euro. J. Biochem. 
im Druck), die im folgenden als Bikunin bezeichnet wird (Abb. 1). sowie die strukturidenuschen Kunitztyp- 
Trypsininhibitoren des Serums (ST1) und des Hams (UT1) als geeignete Grundmolekule denkbar, wenn es 
gelange, durch Austausch einiger weniger AminosSurereste eine gezielte Anderung des naturlichen Hemm- 
spektrums dieser Inhibitoren zu erreichen (Abb.1). Sie sind das Ergebnis der proteolytischen Reifung des 

40 Primartranslationsprodukts eines einzigen Gens (Kaumeyer et al.. Nucleic Acids Res. 14. 7839, 1986) und 
bestehen aus etnem tryptisch abspaltbaren N-terminalen Peptid (Aminosaurereste 1-21) und zwei aufeinarv 
derfolgenden, strukturverwandten Domanen (DomMne 1 ist die N-terminale Domane, definitions gemaB 
Aminosaurereste 22-77, und Domane 2 der Oterminale Teil des Proteins, definitionsgemaB Aminosaurere- 
ste 78-147), die nach Behandlung mit Trypsin auch einzeln zu erhalten sind. Beide Domanen besitzen 

45 Proteinaseinhibitor-AktivitSt unterschiedlicher Hemmspezifttat (Gebhard & Hochstrafler in: Proteinase Inhibi- 
tors, Barrett & Salvesen. eds.. Elsevier. 1986, p 375). 

In Abhangigkert von der jeweiligen physiologischen Situation kann das Akutphasenprotein Bikunin 
sowohl in komplexierter Form (im ITI oder im Komplex mit Immunglobulinen) als auch in nicht-komplexierter 
Form vorliegen, die dann als STI nachweisbar ist. UTI ist renal filtrierter ST1. Die einzelnen Inhibitoren 

so unterscheiden sich demnach nur dadurch, da& sie entweder mit anderen Proteinen assoziiert sind oder 
nicht. bzw. in verschiedenen Korperflussigkeiten nachgewiesen werden. 

Die spezifischen und potenten Inhibitoren z.B. der neutrophilen Eiastase. des Kathepsin G oder Plasma- 
Kallikreins auf der Basis der Bikunin-Domanen k6nnen erhalten werden durch den Ersatz von Aminosauren 
in Position P- des reaktiven Zentrums der Domane 1 oder der Domane II des Inhibitors. 

Des weiteren wurde gefunden, dafl zusatzliche Austausche in den Domanen, so z.B. insbesondere in 
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der Position P 2 \ die Hemmeigenschaften zusatzlich verbessem konnen. 

DemgemaB bezieht sich die vortiegende Erfindung allgemein auf Varianten von Kunitztypinhibitoren. 
deren Hemmspektren aufgrund des Austauschs eines natOrlichen Aminosaurerestes nicht nur in Position 
Pt. sondern auch in P 2 '-Position des reaktiven Zentrums durch einen anderen natOrlichen Aminosaurerest 

5 verandert wurden, speziell auf solche Inhibitoren, die auf der Basis der einzelnen oder miteinander 
verknGpften Domanen des menschlichen Bikunins erhalten wurden, soweit durd? Ersatz der natOrlichen 
AminosSurereste in den Positionen Pi und/oder Pz der reaktiven Zentren einzetner oder beider Domanen 
durch irgendeine der natOrlichen Aminosauren. insbesondere aber durch Aminosauren aus der Gruppe Ala, 
Gly, lie. Leu, Arg. Phe. Val, Tyr. Trp, Lys die Hemmeigenschaften des natOrlichen Inhibitors bzw. seiner 

to GnzeldomSnen verandert und/oder verbessert wurden. Femer bezieht sich die Erfindung auch auf die den 
Inhibitorvarianten zugrundeliegenden Genkonstruktionen, unabhangig von der jeweils getroffenen Kodonaus- 
wahl und der VerknOpfung von Bereichen natOrlicher cDNA mit solchen synthetischer DNA. 

Des weiteren bezieht sich die voriiegende Erfindung auch auf Bikunin-Varianten, in denen neben 
Austauschen in einer oder in beiden Pi -Positionen sowie in einer oder in beiden P 2 -Positionen noch 

rs weitere Austausche in anderen Positionen voriiegen. Solche zusatzlichen Austausche konnen die erwOnsch- 
ten Hemmeigenschaften weiter verbessem, zu gOnstigerem pharmakokinetischen Vemalten fOhren, die 
Halbwertszeit in vivo verlangem Oder zu einer gOnstigeren technischen Herstellbarkeit fOhren. Schliefllich 
umfaflt die voriiegende Erfindung auch Bikunin-Varianten mit nach Art und Ausmafl unterschiedlichen N- 
terminalen und C-terminalen Peptidanteilen auBerhalb der fOr die Ausbildung der Grundstrukturen notwendi- 

20 gen Cysteinreste in den Positionen 26 und 76 (Inhibitordomane 1) und 82 und 132 (Inhibitordomane 2). Die 
ursprOnglich definierten Domanengrenzen (Lys 22 und Arg 77 der Inhibitordomane 1 und Thr 73 und Asn H7 
der Inhibitordomane 2) sind aufgrund der durch Trypsin erreichbaren Auftrennung in funktionelle Peptide 
definiert worden und stimmen nicht exakt mit den inzwischen bestimmten Exonbereichen Oberein (Vetr et 
al.. FEBS Lett, im Druck. 1989). Demnach waren die beiden Inhibitordomanen von den Aminosaureresten 

25 Asp 24 und Val 79 bzw. Ala 80 und Asp 137 begrenzt (Abb.1). Abhangig vom verwendeten Expressionssystem 
konnen einzelne Genkonstruktionen fOr N- bzw. C-terminale Peptidverlangerungen kodieren, unabhangig 
davon, ob diese ganz oder teilweise in der endgOltigen Inhibitorvariante erhalten bleiben oder lediglich 
vorubergehend als Teil eines Vorlauferproteins fungieren und ob diese Verlangerungen dem natOrlichen 
Bikunin oder einem Fremdprotein zuzuordnen sind. 

30 Beispielsweise kann die N-terminale Sequenz Met^-Thr^-VaJ^-Lys 21 . die mit Ausnahme des Methion-^ 
inrests mit der natOrlichen AminosSuresequenz des Bikunins identisch ist. vorteilhafterweise dazu verwendet 
werden, durch Spaltung mit Trypsin einheitliches Produkt zu erhalten, das der Zusammensetzung der 
ursprOnglich definierten Domane 1 entspricht Auch aus Konstruktionen mit N-terminalem Fremdproteinan- 
teil konnen auf diesem Weg Bikunindomanen glatt abgetrennt werden. Bei direkter Expression (ohne N- 

35 terminalem Fremdproteinanteii) ist auch eine partielle, bzw. unter bestimmten Bedingungen auch vollstandi- 
ge Abspaltung des N-terminalen Methionins zu erwarten. Zur Vermeidung einer mdglichen Entfernung des 
C-terminaien Arginins der einzelkopfigen Konstruktionen der Domane 1 bei therapeutischen Anwendungen 
sind unter Umstanden C-terminale Extensionen bevorzugt. 

Die Expression von Varianten des Bikunins oder von Fragmenten von Bikuninvarianten kann erfolgreich 

40 mit bakteriellen oder eukaryontischen Systemen durchgefOhrt werden. So bietet sich unter den bakteriellen 
Systemen z.B. die Expression in Escherichia coli K 12 Stammen an; entweder in nicht-fusionierter Form im 
Cytoplasma, als intrazellulMr gebildetes Fusionsprotein verbunden mit einem geeigneten Fusionspartner, 
z.B. dem N-terminalen Teil der MS2-Replikase. oder auch als hemmaktives und in den Periplasma-Raum 
seKre tiertes Produkt unter Verwendung geeigneter Signalpeptide z.B. der OmpA-Signalsequenz. 

45 Unter den eukaryontischen Systemen eignen sich z.B. Hefesekretionssysteme. bei denen das Expres- 
sionsprodukt durch eine geeignete Leadersequenz z.B. der alpha-Faktor-Prapro-Sequenz durch den Sekre- 
tionsweg geschleust und als hemmaktive Substanz in das Kulturmedium abgegeben wird. Desweiteren 
kQnnen auch Hefeexpressionssysteme verwendet werden, die zu einer intrazellularen Synthese fOhren. 
Daruber hinaus konnen aber auch zahlreiche andere pro-und eukaryontische Expressionssysteme 

so verwendet werden etwa unter Verwendung von Badllus-. Staphylococcus-, Hansenula-. Aspergillus- oder 
anderen Wirtsstammen. 

Soli eine Glykosylierung ahnlich der in Saugetieren vorhandenen erzielt werden, sind richtig glykosylie- 
rende Systeme zu wahlen. Nicht-glykosylierte Bikuninvarianten werden in prokaryontischen Expressionssy- 
stemen erhalten. Hefeexpressionssysteme fOhren in der Regel zu einer vom SSugetierglykosylierungsmu- 
55 ster abweichenden Glykosylierung. Nichtglykosylierte mit Hefeexpressionssystemen gewonnene Bikuninva- 
rianten lassen sich durch Verwendung deglykosylierender Enzyme oder durch Expression nicht-glykosylier- 
barer Varianten herstellen. 

Die voriiegende Erfindung umfaBt pharmazeutische Zubereitungen, die auBer nicht-toxischen. inerten, 
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pharmazeutisch geeigneten Exzipienten eine oder mehrere Verbindungen gemafl der Erfindung umfassen 
oder aus einer oder mehreren aktiven Verbindungen gemafl der Erfindung bestehen, sowie Verfahren zur 
* Herstellung dieser Zubereitungen. 

Die voriiegende Erfindung umfaBt auch pharmazeutische Zubereitungen in Dosiseinheiten. Dies bedeu- 
5 tet daB die Zubereitungen in Form individuelier Teile vorliegen. z.B. als Tabletten, beschichtete Tabletten. 
Kapsein, Pillen. Suppositorien und Ampullen. deren Gehatt an Wirkstoff einer Fraktion oder einem Vielfa- 
chen einer individuellen Dosis entspricht Die Dosiseinheiten konnen z.B. enthalten: ein. zwei. drei oder vier 
individuelle Dosen oder eine Halfte. ein Drittel oder ein Viertel einer individuellen Dosis. Ene individueile 
Dosis enthalt vorzugsweise die Menge an Wirkstoff. die bei einer Verabreichung gegeben wird. und die 
io gewohniich dem Ganzen. der Halfte oder einem Drittel oder einem Viertel der Tagesdosis entspricht 

Unter nicht-toxischen. inerten. pharmazeutisch geeigneten Exzipienten sind zu verstehen: teste, haibfe- 
ste oder flOssige VerdQnner. Fuller und Fbrmulierungshilfsmittel aller Art 

Tabletten. beschichtete Tabletten. Kapsein, Pillen, Granulate. Suppositorien. Losungen. Suspensionen 
und Emulsionen, Pasten. Salben. Gele. Cremes, Lotionen, Purver und Sprays konnen als bevorzugte 
15 pharmazeutische Zubereitungen genannt werden. 

Tabletten. beschichtete Tabletten. Kapsein. Pillen und Granulate kdnnen den Wirkstoff oder die 
Wirkstoffe zusammen mit ublichen Exzipienten. wie (a) FOIIer und Streckmittel, z.B. Starken. Lactose. 
Sucrose. Glucose. Mannit und Sitiziumoxid. (b) Bindemittel. z.B. Carboxymethylcellulose. Alginate. Gelatine 
und Polyvinylpyrrolidon. (c) anfeuchtende Mittel, z.B. Glycerin, (d) disintegrierende Mittel, z.B. Agar-Agar. 
20 Kaiziumcarbonat und Natriumcarbonat (e) Ldsungsverzogerer. z.B. Paraffin und (!) Absorptionsbeschleuni- 
ger. z.B. quatemare Ammoniumverbindungen. (g) Benetzungsmittel. z.B. Cetylalkohol und Glycerinmono- 
stearat (h) Absorbentien. Z.B. Kaolin und Bentonit und (i) Schmiermittel. z.B. Talk. Kalzium- und Magne- 
siumstearat und teste Polyethylenglykole. oder Gemische der unter (a) bis (i) aufgefuhrten Substanzen, 
enthalten. 

25 Die Tabletten. beschichteten Tabletten. Kapsein. Pillen und Granulate konnen mit ublichen Oberzugen 
und UmhQIlungen versehen werden. die gegebenenfalls Opazifizierungsmittel enthalten: sie konnen eine 
Zusammensetzung aufweisen. so daB die Freisetzung des Wirkstoffes oder der Wirkstoffe nur. oder 
vorzugsweise. in einem bestimmten Teil des IntestinaHraktes. gegebenenfalls in verzogerter Form, erfolgt 
wobei Beispiele fur geeignete Zubereitungen zum Bnbetten polymere Substanzen und Wachse bilden. 

30 Die aktive Verbindung oder Verbindungen, gegebenenfalls zusammen mit einem oder mehreren der 
vorstehend genannten Exzipienten. kann bzw. konnen auch in mikroverkapselter Form vorliegen. 

Suppositorien konnen auBer dem Wirkstoff bzw. den Wirkstoffen enthalten: ubliche wasserlosliche oder 
wasserunl5sliche Exzipienten. z.B. Polyethylenglykole. Fette. z.B. Kakaofett und hohere Ester (z.B. d*- 
Alkohol mit Cis-Fettsaure) oder Gemische dieser Substanzen. 

35 Saiben, Pasten. Cremes und Gele konnen zusatzJich zu dem Wirkstoff oder den Wirkstoffen Qbliche 
Exzipienten enthalten. z.B. tierische und pflanzliche Fette. Wachse. Paraffine. Starke. Tragacanth. Cellulose- 
derivate. Polyethylenglykole. Silikone. Bentonite. Siliziumdioxid. Talk und Zinkoxid. oder Gemische dieser 
Substanzen. 

Pulver und Sprays konnen auBer dem Wirkstoff oder den Wirkstoffen Qbliche Exzipienten enthalten, z.B: 
40 Lactose. Talk. Siliziumdioxid, Aluminiumhydroxid, Kalziumsilikat und Polyamidpulver. oder Gemische dieser 
Substanzen. Sprays konnen auBerdem die ublichen Treibmittel enthalten. z.B. Chlorfluorkohlenwasserstoffe. 

Losungen und Emulsionen konnen auBer dem Wirkstoff oder den Wirkstoffen Obiiche Exzipienten 
umfassen. wie Ldsungsmittel. solubilisierende Agentien und Emulgiermittel, z.B. Wasser. Ethylalkohol, 
Isopropylaikohol, Ethylcarbonat Ethylacetat Benzylalkohol. Benzylbenzoat, Propylenglykol. 1 .3-Butylengly- 
45 kol, Dimethylformamid. die. insbesondere Baumwollsamenol. ErdnuBol. Maiskeimdl, Olivenol. Rizinusdl und 
Sesamdl. Glycerin. Glycerinformal, Tetrahydrofurfurylalkohol. Polyethylenglykole und FettsSureester von 
Sorbitan. oder Gemische dieser Substanzen. 

Zur parenteralen Verabreichung konnen die Losungen und Emulsionen auch in einer sterilen Form 
vorliegen, die mit Blut isoton ist 
so Suspensionen konnen zusatzlich zum Wirkstoff Oder den Wirkstoffen ubliche Exzipienten enthalten, wie 
flOssige VerdQnner, z.B. Wasser, Ethylalkohol oder Propylenglykol. Suspendierungsmittel. z.B. ethoxylierte 
Isostearylalkohole, Polyoxyethylensorbit und Sorbitanester, mikrokristalline Cellulose. AJuminium-metahydro- 
xid. Bentonic. Agar-Agar und Tragacanth. oder Gemische dieser Substanzen. 

Die genannten Formulierungsformen konnen auch enthalten: Farbstoffe. Konservierungsmittel und 
55 Additive, die den Geruch oder Geschmack verbessem, z.B. Pfefferminzol und Eukalyptusol. und SQBungs- 
mittel, z.B. Saccharin. 

Die therapeutisch wirksamen Verbindungen soltten in den vorstehend genannten pharmazeutischen 
Zubereitungen vorzugsweise in einer Konzentration von 0.1 bis 99.5 Gew.-%, vorzugsweise von ca. 0,5 bis 
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95 Gew.-%. bezogen auf das Gesamtgemisch, vorliegen. 

Die vorstehend genannten pharmazeutischen Zubereitungen konnen zusatzlich zu den Verbindungen 
gemafl der Erfindung auch andere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 

Die vorstehend genannten pharmazeutischen Zubereitungen werden in Oblicher Weise nach bekannten 
5 Verfahren hergestellt. z.B. durch Vermischen des Wirkstoffes Oder der Wirkstoffe mit dem Exzipienten oder 
den Exzipienten. 

Die Wirkstoffe oder die pharmazeutischen Zubereitungen konnen lokal. oral, parenteral, intraperitoneal 
und/oder rektal verabreicht werden. vorzugsweise erfolgt dies oral oder parenteral, wie zB. intravenos oder 
intramuskular. 

w lm allgemeinen hat es sich sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tlermedizin als vorteilhaft 
erwiesen. den Wirkstoff oder die Wirkstoffe gemafl der Erfindung in den Gesamtmengen von ca. 0,5 bis ca. 
500, vorzugsweise von 4 bis 100 mg/kg Korpergewicht aJle 24 Stunden, gegebenenfaJIs in Form von 
mehreren individuellen Verabreichungen, zu geben, urn die besten Ergebnisse zu erzielen. Bne individuelle 
Verabreichung enthalt den Wirkstoff oder die Wirkstoffe gemafl der Erfindung vorzugsweise in Mengen von 

T5 ca. 1 bis ca. 250. insbesondere 3 bis 60 mg/kg KSrpergewicht Es kann jedoch erforderfich sein, von der 
genannten Dosis abzuweichen, insbesondere in Abhangigkeit von der Natur und dem KQrpergewicht des zu 
behandelnden Indrviduums. der Natur und Schwere der Krankheit, der Art der Zubereitung und der 
Verabreichung der Medizin. und der Zeit oder dem Intervall, uber den die Verabreichung stattfindet. 

So kann es in einigen Fallen genugen, mit weniger als der vorstehend genannten Menge an Wirkstoff 

20 auszukommen, wahrend in anderen FSIIen die vorstehend genannte Menge an Wirkstoff Oberschritten 
werden mufl. Die speziell erforderliche optimale Dosis und die Verabreichungsart der Wirkstoffe kann in 
einfacher Weise vom Fachmann auf der Basis seines Fachwissens entschieden werden. 



25 Methoden 

Zur Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen, zum AuffOllen von 5'-0berstehenden Enden mit dNTP 
in Gegenwart von DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment), zum Verdau mit Mungbohnen-Nuklease, Gelelek- 
trophorese von DNA, Isolierung von DNA-Fragmenten. Ligieren von DNA-Fragmenten. zur Transformation 
30 von E.coli und zur Koloniehybridisierung wurden unter Berilcksichtigung der Herstellerangaben 
(Restrlktionsenzyme der Firmen Boehringer Mannheim (Mannheim), Biolabs (Schwalbach), Pharmacia 
(Freiburg); Mungbohnen-Nuklease, Pharmacia, und kompetente Bcoli- Zellen, BRU Eggenstein) Standard- 
methoden verwendet wie sie bei Maniatis et al, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor (1982) beschrieben 
sind. 

35 

Chemische Synthese der Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden am Pharmacia Gene Assembler^ mit Hilfe etablierter Phosphoramidit- 
40 Chemie (0-CyanoethyhN,N-diisopropylphosphoramidit) synthetisiert und durch denaturierende 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese gereinigt 



DNA-Sequenzierung 

45 

Zur Verifizierung der DNA-Sequenz der einzelnen Genkonstruktionen wurde doppelstrSngige DNA 
jeweils in beiden Strangen nach der Methode von Chen & Seeburg (DNA. 4, 165, 1985) direkt sequenziert 

so Hefe-Transformation 

Es wurden 100 ml einer Hefezellsuspension des Stamms SCI 06 (MAT-alpha. hom3. ga!2. his6, ura3; 
Stamm S2207A. Yeast Genetics Stock Center, University of California. Berkeley, CA 94720. USA) mit einer 
Zellkonzentration von 2 x 10 7 pro ml ab2entrifugiert; das Zellsediment wurde einmal mit 5 ml TE-Puffer (10 
55 mM Tris x HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA) und dann mit 5 ml LiA-Puffer (0,1 M Uthium-Acetat in TE-Puffer) 
gewaschen. Die Zellen wurden dann in 1 ml LiA-Puffer suspendiert und 1 Stunde bei 30 * C inkubiert. Die so 
erhaltenen kompetenten Zellen konnten fOr 1 Tag bei 4*C gelagert werden. Die Transformation wurde 
foigenderma/Jen durchgefOhrt 
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Zu 0,1 ml Zellsuspension wurden 10 ul der Plasmidlosung (1 - 5 ug DNA) und 15 ul einer Carrier-DNA 
(denaturierte DNA aus Heringssperma. 3 mg/ml) gegeben. Nach einer tokubation fur 30 min bei 30* C 
wurden 0.7 ml Polypropylenglykol (40 % Polypropylenglykol 3350 in UA-Puffer) zugegeben und danach 
weitere 60 min bei 30 " C inkubiert. Die Zellen wurden danach einem Hitzeschock unterworfen (5 min. 42* C) 
5 und anschlieflend 4 sec in einer Eppendorf Mikrofuge abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit 
jeweils 0.5 ml TE-Puffer gewaschen. die Zellen wurden dann in 0.1 ml TE-Puffer su spend! ert und auf 
Selektiv-Nahrboden ausplattiert Transformanten wurden nach 3 Tagen erhaltene. 



io Wachstum von Transformanten und Analyse von Sekretionsprodukten 

Transformanten wurden in SD-Medium (0.67 % Yeast Nitrogen Base ohne Aminos2uren, 2 % D- 
Glucose) supplementiert mit Threonin, Methionin und Histidin QeweiJs 20 mg/Ltr.) bei 30* C kultiviert. Nach 
Erreichen einer ausreichenden Zelldichte wurden die Zellen abzentrifugiert und die Trypsin- oder Bastase- 
15 hemmende Aktivitat im Kulturuberstand gemessen. 



Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

20 Proteine wurden Ublicherweise mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmii. Nature 277. 680, 
1970) und Farbung mit Coomassie Brilliant Blau nachgewiesen. ~~ 



Aminosaure- Analyse 

25 

Etwa 1 nMol Protein wurde in Gegenwart von 200 ul 6M HCI. 0.05 % 0-Mercaptoethanol unter Vakuum 
bei 110*C 22 h inkubiert Die Hydrolysate wurden getrocknet in 150 ul 0,2 M Natrium-Citratpuffer pH 22 
gei5st und filtriert Die Aminosaureanalyse wurde an einem Biotronic LC 5000 Aminosaureanalysator mrt 
Ruoreszenz- Detektor und Shimadzu OR2AX Integrator durchgefOhrt. Die Aminosaure wurden nach 
30 Reaktion mit o-Phta!aldehyd entsprechend der Uteratur quantifiziert (Benson & Hare. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 72, 619 (1975)). 



Aminosaure-Sequenzierung 

35 

1-2 nMol Protein wurden nach Losen in 30 ul Trifiuoressigsaure auf Polybren-behandelte Glasfaserfirter 
aufgebracht und im Gasphasensequenator (Applied Biosystems) nach Hewick et aJ.. J. Biol. Chem. 256 
7990 (1981) sequenziert. Phenylthiohydantoin-Derivate wurden mit Hilfe einer cyano-HPLC-Sauie (DuPont) 
wie bei Beyreuther et al.. Modem Methods in Protein Chemistry. 303-325. Walter de Gruyter. Berlin (1983) 
40 beschrieben mit Hilfe eines Waters HPLC-Sytems separiert und analysiert 



Trypsin-Hemmtest 

45 Die Trypsinaktivitat wurde nach Geiger & Fritz. Methods of Enzymatic Analysis, Vol. V, 3rd ed.. 
Bergmeyer (ed). Verlag Chemie. Weinheim (1984). p.121 mit Benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid als Substrat 
bestimmt. Das freigesetzte p-Nitroaniiin wurde spektrophotometrisch bei 405 nm gemessen. Enzym und 
Inhibitor wurden vor der Zugabe des Substrats 1 5 min vorinkubiert. 

50 

Elastase-Hemmtest 

Humane Leukozyten-Qastase kam von Bastin Products Company. Inc. P.O. Box 147, Pacific. Miss 
63069/USA. Als Substrat wurde MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA (Bachem. Bubendorf. Schweiz) verwendet. 
55 Die Testbedingungen sind in Tabelle 1 angegeben. Allgemein wurden die Inhibitorproben nach Verdunnen 
mit Testpuffer und Zugabe von Enzym prainkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Substrat (gelSst 
in DMSO in einer Konzentration von 0.1 M und mit Puffer auf die Konzentration der StocklQsung gebracht) 
gestartet und die Freisetzung von p-Nitroanilin aus dem Substrat bei 405 nm kontinuierlich verfolgt. 100 %- 
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Werte wurden in entsprechenden Tests ohne Inhibitoren bestimmt. Die Hemmung (in Prozent) wurde aus 
folgender Gleichung errechnet 



A OD in Gegenwart von 

X Inhibierung = 100 x 



A OD in Gegenwart von 
S Inhibitor \ 

\ A OD in Abwesenheit von 
Inhibitor 



Tabelle 1 



Bedingungen des Bastase-Hemmtests (Nakijima et al., J. BioL Chem. 254. 4027, 

1979) 


Puffer 


0.2M Tris/HCI. pH 8,0 + 0,1 % Tween 80 


Gesamtvotumen nach Substratzugabe 


0,65 ml 


Enzyrnmenge/Test 


50 ng 


Prainkubationszeit bei Raumtemperatur 


30 min 


Substrat 


MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-VaJ-pNA 


StocklSsung 


0.065 M 


Menge/Test 


0,1 ml 


Testtemperatur 


30* C 



Beispiel 1 



Konstruktion der Bikunin-Genvarianten und Expression in E. coli 

Die einzelnen Bikunin-Genvarianten basieren zum einen auf der natUrlichen mRNA zum anderen auf 
synthetischen Genen der einzelnen Dom3nen Oder Teilen davon. Die cDNA-Klone wurden aus geeigneten 
cDNA-Banken durch Hybridisierung mit OligonuWeotidsonden (Kaumeyer et ai., Nucleic Acids Res. 14, 
7839-7849, 1986) oder durch Sichten mit Antikorpem gegen humanen Inter-a-Trypsininhibitor (SchreitmQIIer 
et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368.963-970, 1987) erhalten. Die synthetischen Gene (1. Domane) bzw. 
Genabschnitte (2. Domane) wurden wie folgt erharten: 



Konstruktion des dest^^'^^^Met^-Xaa^Xaa^-Bikunin-Gens. mit z.B. Xaa = lie, Leu, Met, Val 

Die Gene fOr die 1. Domane (des des[ 1,7t7<M47 >Met ,8 -Bikunin) und ihre Varianten (des dest 1 ' 17 - 7 * 1 ^ 
Met^-Xaa^-Xaa^Bikunin, mit z.B. Xaa = lie. Leu, Met. Val) wurden aus zwei vollsynthetisch erzeugten 
Modulen zusammengesetzt, die durch Spaltung mit der geeigneten Kombination der Restriktionsnukleasen 
Ncol, Asp718 und Sal einzeln oder zusammen aus diesen Genen entfemt werden konnen. Die Konstruktion 
erleichtert die Handhabung der Gene in verschiedenen Vektorsystemen und Ober die interne Asp718- 
Restriklionsspaltstelle den Austausch der Module zur Herstellung der Varianten (Abb.2). 

Modul 1 umfaBt die Oligonukleotide 1-6. Modul 2 die Oligonukleotide 7-12. Die Konstruktion von Xaa 36 - 
Xaa 38 -Varianten bedarf lediglich des Austauschs von Modul 1. Zur Konstruktion der Modul- 1 -Varianten 
wurden. soweit nStig, die Oligonukleotide 2,3,5 und 6 durch Oligonukleotidvarianten ersetzt. in denen das 
Kodon fQr Methionin (ATG) durch solches fur Isoleucin (ATC), Leucin (CTG oder Valin (GTT) bzw. im 
Gegenstrang deren komplementare Sequenz ersetzt worden war. Die N-terminale Sequenz V-T-K ist Teil 
des naturlichen N-terminalen Peptids. Bnzige Fremdaminosaure*ist das Start-Methionin, deren Abspaltung 
bei direkter Expression des Gens in E. coli in vivo erreicht werden kann. 

Die Klonierungsstrategie ist in Abb3^kizziert Plasmid pTZ18NCO wurde durch Spaltung von pTZ18R 
(Pharmacia) mit EcoRI. Behandlung mit Mungbohnen-Nuklease. Ugieren mit der palindromischen Sequenz 
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5-ACCATGGT-3 und Transformation in E. coB DH5 hergestellt Die Konstruktion wurde durch Sequenzana- 
lyse verifiziert 

Die Plasmide pTZMODI und pTZMODIXX (XX = IL LM. MM, LL, VL) wurden nach Spaltung von 
Plasmid pTZ18NCO mit Ncol und Asp718, Ligieren des linearisierten Plasmids mil den mit Polynukleotidki- 
5 nase phosphorylierten Oligonukleotiden 1-6 (Modul 1. Abb.2) bzw. den entsprechenden Oligonukleotidvari- 
anten. Transformation in E coli DH5. Koloniehybridisierung mtt radioaktiv markiertem Oligonukleotid 4 und 
tsolierung der Plasmid-DNA durch Sequenzieren charakterisiert 

Plasmid pTZKUNI wurde nach Spaltung von Plasmid pTZMODI mit Asp718 und Sail. Ligieren des 
linearisierten Plasmids mit den mit Polynukleotidkinase phosphorylierten Oligonukleotiden 7-12 (Modu! 2. 
w Abb.2), Transformation in E. coli DH5 und Koloniehybridisierung mit radioaktiv markiertem Oligonukleotid 1 1 
isoliert und durch Sequenzieren der Plasmid-DNA charakterisiert 

Zur Konstruktion der Plasmide pTZKUNIXX (XX = IL LM. MM, LU VL) wurde anstelle der einzelnen 
OligonukJeotide 7-12 des Moduls 2 das aus pTZKUNI mit Asp718 und Sail abgetrennte Fragment dieses 
Moduls verwendet und ansonsten analog zu den bereits beschriebenen Konstruktionen verfahren. 

75 

Konstruktion von des desI' ^hMet^-Xaa^-Xaa^-Bikunin-Genen 

Bikuningene des Typs des des( 1 * ,7 hMet ,8 Xaa 36 -Xaa 38 -Bikunin sind doppeikopfige Varianten mit Amino- 
20 saureaustauschen nur in der 1. Domane. Sie wurden durch Kondensation des synthetischen Gens der 1. 
Domane bzw. seiner Varianten an ein natUrliches Genfragment der 2. Domane erhalten. Die Klonierungs- 
strategie ist in Abb.4 beschrieben. 

Plasmid pTZBIK wurde aus der in Plasmid pTZ18R kJonierten cDNA eines at -Mikroglobulin-Bikunin- 
KJons (pTZ18MB1) durch Spaltung mit der Restriktionsnuklease Sau3A erhalten. Dabei wurde Fragment A 
25 (Abb.4) erzeugt und gelelektrophoretisch isoliert Das Fragment besitzt die nahezu vollstandige Sequenz 
des Bikunin-Gens ohne den ai-M)krogk>bulin-kodierenden Anteil und einen kleinen Teil des Genabschnitts 
fur das N-terminale Peptid des Bikunins. Die Fragmentenden wurden mit dATP und dGTP in Gegenwart 
von Klenow-Enzym selektiv aufgefUllt. mit Mungbohnen-Nuklease gegiattet und in Plasmid pT219R 
(Pharmacia) kloniert, das mit Hindlll linearisiert worden war und dessen Enden ebenfaJls mit Mungbohnen- 
so Nuklease gegiattet worden waren. Transformiert wurde in E. coli DH5. Die Plasmid-DNA der erhaltenen 
Klone wurde durch Sequenzanalyse verifiziert. 

Die Plasmide pTZBIKI und pTZBIKIXX (XX , 



35 



40 Konstruktion des des[ f 79 ]-Xaa 92 -Xaa 9 *-Bikunin-Gens mit Xaa j=_ lie. Leu, Met, VaJ, Phe 

Das Gen der 2. Domane (desf^Bikunin) wurde durch VerkUrzen des Bikunin-Gens erhalten (Abb.5). 
Seine Varianten (des[ 1 ' 79 hXaa 92 -Xaa 34 -Bikunin) wurden durch Austausch eines Apal/Xmnl-Restriktionsfrag- 
ments der Domane 2 (Modul 3) mit geeigneten Kombinationen der Oligonukleotide A-D bzw. ihren 

45 Varianten (Abb.6) entsprechend Abb. 7 hergestellt. 

Plasmid pTZKUN2 (Abb. 5) wurde durch Ligieren von Fragment A, das durch Behandlung von 
pTZBIK1-DNA mit den Restriktionsnukleasen Hindlll und BspMI erzeugt und an den Fragmentenden mft 
Mungbohnen-Nuklease geglSttet worden war. mit Xcyl-gespaltenem und ebenfalls mit Mungbohnen-Nuklea- 
se behandeltem Vektor pTZ19R (Pharmacia) nach Transformieren von E. coli DH5-Zeilen erhalten. Die 

so Plasmid-DNA einzelner Klone wurde durch Sequenzanalyse charakterisiert. 

Die Plasmide pTZKUN2XX (XX ~ IL. LU VL und LF) wurden durch Ersatz eines Apal/Xmnl-Fragments 
von pTZKUN2 durch die entsprechenden Oligonukleotide des Moduls 3 (siehe Abb. 6) erhalten. Das 
Vektorfragment wurde nach Spaltung mit den genannten Restriktionsnukleasen und Dephosphorylierung der 
5'-Enden mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm isoliert. Nach Ligierung mit den mit Polynukleotidki- 

55 nase phosphorylierten Oligonukleotiden des Moduls 3 und Transformation in E. coli DH5 wurde die 
Plasmid-DNA einzelner Klone durch Kartierung und schliefllich Sequenzanalyse charaktensjert (Abb.7). 
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Konstruktion von des[ 1 ' 17 hMet l8 -Xaa 3S -Xaa 38 -Xaa 32 -Xaa 94 -Bikunin-Genen 



Genvarianten des Bikunins mit Austauschen in betden Domanen wurden aus den Bikunin-Genvarianten 
mit varianter Domane 1 (pTZBIKIXX; Abb.4) durch Ersatz eines Genabschnrtts der natUriichen Domane 2 
s durch einen entsprechenden Abschnitt der Genvarianten der DomSne 2 (Abb. 7) auf dem in Abb.8 
* gezeigten Weg erzeugt 

Nach Spaltung von Plasmid pTZBIXX durch die Restriktionsnukteasen EcoRI und Apal. Dephosphorylie- 
rung der 5 -Enden der DNA-Fragmente mit alkaJischer Phosphatase aus Kalberdarm und Isolierung des 
Vektorfragments wurde mit dem ebenfalls isolierten EcoRI/Apal-Fragment aus pTZKUN2XX ligiert und in E 
to coli DH5 kloniert Die Plasmide einzelner Klone wurden durch SequenzanaJyse charakterisiert 



Konstruktion des d^[ 1 ' 17 ' 82 ^hMet^-Xaa^-Xaa^-Bikunin-Gens 

is Gene der 1. Domane mit zusatzlicher C-termina!er VerlSngerung um die Aminosauresequenz T-V-A-A 
(desl'-^-^^^fMet^-Xaa^-Xaa^-Bikunin) wurden aus den Plasmiden pTZBIKIXX der entsprechenden 
Bikuninvarianten nach Ersatz der 2. DomSne durch die Oligonukieotide a (5-CTGTGGCGGCCTGAG-3) und 
b (5- AATTCTCAGGCCGCC-3) erhatten (Abb.9). Dazu wurde pTZBIKIXX mit BspMI und EcoRI gespalten, 
die 5-Enden der DNA-Fragmente mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryliert das 

20 Vektorfragment isoliert und in Gegenwart der Oligonukieotide ligiert Nach Transformation von E. coli DH5 
wurden die Plasmide pTZKUNIXXc einzelner Klone durch Sequenzanalyse verifiziert 



Expression von Bikunin-Varianten 

25 

Die beschriebenen Bikunin-Genvarianten konnten teilweise sowohl im Klonierungsvektor selbst als auch 
nach Umklonieren in verschiedene Expressionsvektoren wie z.B. pJLA502 (Schauder et a!.. Gene 52, 279- 
283. 1987), pEX3 (Stanley & Luzio, EMBO J. 3, 1429-1434, 1984) und pEX3407 (Kocken et al. FEBS Lett 
236. 132-134, 1988) exprimiert werden. Beispielsweise lassen sich Ncol/Sall-bzw. Ncol/EcoRI-Fragmente 

30 aus den Plasmiden pTZKUNIXX bzw. pTZBIK1XX2XX (Abb. 3 und 8) isolieren und direkt in entsprechend 
geschnittenen. mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm behandelten Vektor pJLA502 ligieren. Altemativ 
lassen sich Fragmente aus den Plasmiden pTZBIKIXX (Ecol/EcoRI-Fragment, Abb. 4), pTZBIK1XX2XX 
(Ncol/EcoRI-Fragment Abb.8)/ pTZKUNIXX (Ncol/Hindlll-Fragment. Abb.3) isolieren, mit Mungbohnen- 
Nuklease gIStten und in die Vektoren pEX3 oder pEX3407 ligieren. Fragmente des Plasmids pTZKUN2XX 

35 (Abb.7) lassen sich durch Spaiten mh EcoRI, Behandlung mit Mungbohnen-NuWease und Nachspalten mit 
BamHI erzeugen und in die pEX-Vektoren ligieren. DNA der pEX-Vektoren kann dazu entweder mit Sail 
geschnrtten und mit Mungbohnen-Nuklease behandelt werden oder, wie in der zuletzt genannten Konstruk- 
tion. mit Pstl gespalten, mit Mungbohnen-Nuklease behandelt und mit BamHI nachgespalten werden. 
Transformanten von E. coli pop2136 (VidaJ-lngigliardi & Raibaud, Nucleic Acids Res. 13. 1163, 1985) 

40 erlauben eine temperaturabhSngige Kontrolle der Genexpression. In alien Fallen entstehen Fusionsproteine, 
die Ober eine sMurelabile Asp-Pro-Peptidbindung mit dem zu exprimierenden Protein verknQpft sind. Nach 
. Abtrennen des Fusionsproteinanteils, Reinigung und Renaturierung des Bikuninanteils resultierten Inhibitor- 
varianten des Typs des( 1 ' 17 ]-Pro ,8 -Bikunin. des[ ,17 ' 78 * 147 hPro 1B -Bikunin und des( , - 78 ]-Pro 79 -Bikunin. Die 
Spaltung des Bikuninteils vom Fusionspartner kann auch durch Verwendung der proteolytisch (tryptisch) 

45 besonders labilen Sequenz Pro 20 -Lys 21 -Lys? erzielt werden. Bnzelkopfige Varianten konnten besonders gut 
in sekretorischen Expressionssystemen exprimiert werden. 

Der Nachweis der Expressionsprodukte erfolgte entweder durch Gelelektrophorese (z.B. zur Bestim- 
mung von Fusionsproteinen) oder in Standard-Enzymhemmtesten (nach Abspaltung des Fusionspartners, 
Reinigung und Renaturierung des Bikuninteils). 

so Die erzielten Ergebnisse zeigten. dafl z.B. des[ 117 }-Met-18-Leu-36-Leu-38-B»kunin. dest ,17 >Met-18-Leu- 
36-Leu-38-Leu-92-teu-94-Bikunin und des[ M7 hMet-18-ljeu-92-Leu-94-Bikunin. hergestellt in der beschriebe- 
nen Weise durch Expresion in E. coli. potente Protease-hemmende Wirkung aufwiesen. 



55 Beispiel 2 



Expression von Leu-36-Leu-38-Bikunin 
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Klonierung des Gens: pCY17, ein von pBR322 abgelerteter Vektor, der das MAT-alpha-1-Strukturgen 
enthalt (Kurjan und Herskowrtz. Ceil. 30, 933, 1982) wurde von Herskowte, University of California, erhaJten. 
pMT15 ist ein Hefe-E coli-Shuttle-Vektor (Abb. 10). Er tragt Amp R . bla und URA3 Gen-Segmente. die als 
selektierbare Marker fur E coli und Hefe dienen. pMT15 besitzt auBerdem den ColEI -Origin von pBR322 

5 und ein Segment der B-Form des 2 u Plasmids, so daB das Plasmid sowoh! in E coli aJs auch in Hefe 
stabil repliziert werden kann. Es tragt auBerdem dem MATI-aJpha-Promotor und die kodierende Sequenz 
der M-terminaten Pra-Pro-Sequenz des alpha-Faktor-Voriauferproteins als EcoRI-Hindlll-Fragment das aus 
dem Plasmid pCY17 erhalten worden war. Diesem Fragment folgte 3-seitig ein 115 bp Hindi H-BamHI- 
Fragment das fur die 34 N-terminalen Aminosauren der Pra-lnvertase kodiert (Das et al.. Mol. Gen. Genet.. 

70 218, 240, 1989). SchfieBlich enthielt pMT15 am 3-Ende der BamHI-Schnittstelle ein 180 bp Fragment eines 
Hefe-Transkriptionsterminators. der aus dem Hefe-URA3-Gen emalten worden war (Yarger et al. Mol. Cell. 
Biol. 8. 1095. 1986). 

Das 235 bp Pstl-Hindlll-Fragment von pMT15, das die kodierende Region der alpha- Faktor-Pr3-Pro- 
Leadersequenz trSgt, wurde in den Vektor M13mpl8 kloniert und einer gezielten Mutagenese unterworfen 
is unter Verwendung des mutagenen Oligonukleotids 5-GAA GAA GGG GTA TTG GAT AAA AGA-3. Als 
Ergebnis der Mutagenese wurde das Serin-Kodon bei Position 81 in der alpha-Faktor-Pra-Pro-Sequenz von 
TCT zu AGC geandert wodurch eine Hindlll-Restriktionsschnittstelle erzeugt wurde. Mit dem dadurch 
hergestellten 213 bp Pstl-Hindlll-Fragment (Abb. 11) wurde In pMT15 das 235 bp Pstl-Hindlll-Fragment 
ersetzt Das so modifizierte Plasmid wurde mit pS600 bezeichnet; es tragt die kodierende Sequenz fQr Lys- 
20 Arg statt Lys-Arg-Glu-Ala-Glu-Ala als Prozessierungsstelle (Abb. 12). 

Konstruktion des Leu-36-Leu-38-Bikunin-Gens: En 540 bp Sau3AI-Fragment aus dem Plasmid PIM1 
(Das und Lehman. J. Cell. Biochem. 2B, 284, 1988). das die kodierende Sequenz des Bikunin tragt (Abb. 
13), wurde in M13mp19 kloniert und einer gezielten Mutagenese unterworfen. urn Met-36 in Leu-36 und 
. Met-38 in Leu-38 umzuwandeln. Die Mutagenese wurde nach der Methode von Sayers et al. (Nucl. Acids. 
25 Res.. 16, 79. (1988) durchgefuhrt Femer wurde ein Doppet-Strang-DNA-Fragment der folgenden Sequenz 
hergestellt 

5' •♦♦AGC TTG GAT AAA AGA GCT GTG CTA CCC CAA 
30 3'- AC CTA TTT TCT CGA CAC GAT GGG GTT 

GAA GAG GAA G 3 a 

CTT CTC CTT CCT AG • ♦ ♦ ♦ 5 ' 



Das DNA-Fragment wurde nach Standardverfahren phosphoryliert Das so erhaltene DNA-Fragment 
wurde zusammen mit der mutierten Bikunin-Sequenz in das mit Hindlll und BamHI verdaute 82 bp pS600 
Plasmid eincjebaut Das Oligomer rekonstrtuierte sowohl das 3 -Ende der Pra-Pro-alpha-Faktor-Sequenz als 
auch das 5 -Ende der Bikunin-Sequenz. Das so erhaltene neue Plasmid pLLB3638 enthStt demnach die 
kodierende Region fOr die Pra-Pro-alpha-Faktor-Sequenz mit Lys-Arg als Prozessierungsstelle fusioniert an 
die Leu~36-Leu-38-Bikunin-Sequenz. Die DNA und die entsprechende Aminosauresequenz an der Fusions- 
stelle von Pra-Pro-aJpha-Faktor-Leu-36-Leu-38-Bikunin in pLLB3638 ist in der Abb. 14 dargestelft 

Expression. Sekretion und Nachweis des inhibitorisch aktiven Leu-36-Leu-38-Bikunins: Entsprechend 
der oben beschriebenen Methoden wurde die Hefezellinie SC 106 (MAT, hom3, ga!2. his6. ura3) mit 
pLLB3638 transformiert; URA3*-Zellen wurden isoliert und kultiviert der KurturQberstand wurde auf 
Elastase-inhibitorische AktivitMt uberpruft In Kontroilversuchen wurde nachgewiesen. daB SC106-Zellen 
transformiert mit pS600 keine Elastase-inhibitorische Aktivitat im Kulturmedium produzierten. 

Die erzielten Ergebnisse zeigten, daB das Leu-36-Leu-38-Bikunin-Gen. exprimiert in Saccharomyces 
cerevisiae, zur Bildung von zwei Proteinspezies im Kulturmedium mit den folgenden Egenschaften fQhrte: 
(a) Trysininhibitorisch aktiv, (b) Molekulargewicht von 20 k und 17 k nach Bektrophorese in SDS- 
Polyacrylamidgelen, (c) von jeder Proteinspezies zeigten ca. 60 % die N-terminale Sequenz des Bikunins 
und ca, 40 % die Sequenz des des(Ala-1)-Bikunins. 



Beispiel 3 
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Expression von Leu-92-Leu-94-BSkunin 

Kkmierung des Gens: Das 540 bp Sau3AJ-Fragment der plM1-DNA (Das und Lehman. J. Cell. Biochem. 

12 B, 284, 1988)~rnit der kodierenden Sequenz des Bikunins (Abb. 13) wurde in das Plasmid M13mp19 
s kloniert und einer gezielten Mutagenese unterworfen, urn Arg-92 zu Leu-92 und Phe-94 zu Leu-94 zu 

andern. Das so mutierte Fragment wurde analog zu Beispiel 1 in das Plasmid pS600 kloniert Die DNA- und 

die entsprechende Aminosaure-Sequenz an der Fusionsstelle des Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-92-Leu-94- 

Bikunin-Gens im Expressionsvektor pLLB9294 ist in Abb 15 dargesteltt. 

Expression. Sekretion und Nachweis des inhibitorisch aktiven Leu-92-Leu-94-Bikunins: Entsprechend 
w der oben beschriebenen Methoden wurde SC106 mit pLLB9294 transformiert; URA3 -Zellen wurden isoliert 

und kultiviert der KullurOberstand wurde auf Bastase-inhibitorische Aktivitat QberprtlfL In KontroHversuchen 

wurde nachgewiesen, dafl SC106-Zel!en transformiert mit pSSOO keine Elastase-inhibitorische Aktivitat im 

Kulturmedium produzierten. 

Die erzielten Ergebnisse zeigten. daB das Leu-92-Leu-94-Bikunin-Gen, experimiert in saccharomyces 
15 cerevisiae. zur Bildung von zwei Proteinspezies im Kulturmedium mit den folgenden Bgenschaften fuhrte: 

(a) Bastaseinhibitorisch aktiv. (b) Molekulargewicht von 20 k und 17 k nach Bektrophorese in SDS- 

Polyacrylamidgelen. (c) von jeder Proteinspezies zeigten ca. 60 % die N-terminale Sequenz des Bikunins 

und ca. 40 % die Sequenz des des (Ala-1)-Bikunins. 

20 

Beispiel 4 



Expression von Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94-Bikunin 

25 

Klonierung des Gens: Das 540 bp Sau3AI-Fragment der plM1-DNA (Das und Lehmann, J. Cell. 
Biochem 12 B. "284. 1988) mit der kodierenden Sequenz des Bikunins (Abb. 13) wurde in das Plasmid 
M13mpl9 kloniert und einer gezielten Mutagenese unterworfen, urn Met-36 zu Leu- 36, Met-38 zu Leu-38, 
Arg-92 zu Leu-92 und Phe-94 zu Leu-94 zu Indem. Das so mutierte Fragment wurde analog zu Beispiel 1 
30 in das Plasmid pS600 kloniert. Die DNA- und die entsprechende Aminosaure-Sequenz an der Fusionsstelle 
des Pra-Pro-aJpha-Faktor-Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94-Bikunin-Gens im Expressionsvektor p4LB ist In 
Abb. 16 dargesteilt. 

Expression. Sekretion und Nachweis des inhibitorisch aktiven Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94"Bikunins: 
Entsprechend der oben beschriebenen Methoden wurde SC106 mit p4LB transformiert; URA3 -Zellen 

35 wurden isoliert und kultiviert der KulturOberstand wurde auf Bastase-inhibitorische Aktivitat Qberprtift In 
KontroHversuchen wurde nachgewiesen. daB SCl06-Zellen transformiert mit pS600 keine Bastase-inhibitori- 
sche Aktivitat im Kulturmedium produzierten. 

Die erzielten Ergebnisse zeigten, dafl das Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94-Bikunin-Gen, exprimiert in 
saccharomyces cerevisiae, zur Bildung von zwei Proteinspezies im Kulturmedium mit den folgenden 

40 Bgenschaften fQhrte: (a) Bastase-inhibitorisch aktiv. (b) Molekulargewicht von 20 k und 17 k nach 
Bektrophorese in SDS-Polyacrylamidgelen. (c) von jeder Proteinspezies zeigten ca. 60 % die N-terminale 
Sequenz des Bikunins und ca. 40 % die Sequenz des des(Ala-1)-Bikunins. 



45 Beispiel 5 



Expression von Des(1-21)-Leu-36-Leu-38-Bikunin 

so Klonierung des Gens: ein 480 bp Pvuil-Fragment der plM1-DNA (Das und Lehmann, J. Cell. Biochem. 
12 B, 284, 1988fdas die kodierende Region des Des(1-21)-Bikunin trSgt (Abb. 13), wurde in das Plasmid 
M13mp19 kloniert und einer gezielten Mutagenese unterworfen, urn Met-36 zu Leu-36 und Met-38 zu Leu- 
38 zu andern. Die Mutagenese wurde nach der Methode von Sayers et al. (Nucl. Acids. Res.. 16 791. 1988) 
durchgefuhrt. Ferner wurde ein Doppel-Strang-DNA-Fragment der folgenden Sequenz hergestellt 

55 
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5 # -AGC TTG GAT AAA AG A AAA GAA GAT TCC TGC CAG-3' 
AC CTA TTT TCT TTT CTT tTA AGG ACG GTC-S ' 

Das DNA-Fragment wurde nach Standardverfahren phosphoryiiert Das so erhattene DNA-Fragment 
wurde zusammen mrt der mutierten Bikunin-Sequenz in das mit Hindlll und BamHI verdaute 8.2 bp pS600 
Plasmid einpebaut Das Oligomer rekonstituterte sowohl das 3-Ende der Pra-Pro-alpha-Faktor-Sequenz als 
auch das 5-Ende der Bikunin-Sequenz. Das so erhaltene neue Plasmid pDLLB-121 enthalt demnach die 
kodierende Region fur die Pra-Pro-alpha-Faktor-Sequenz mit Lys-Arg als Prozessierungsstelle fusioniert an 
die Des(1-21>-Leu-36-Leu-38-Bikunin-Sequenz, Die DNA und die erttsprechende Aminosauresequenz an der 
Fusionsstelle von Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-3&-Leu-38-Bikunin in pDLLB-121 ist in der Abb. 17 dargestellt. 

Expression. Sekretion und Nachweis des inhibitorisch aktiven Des(1 -21 )-Leu-36-Leu-38-Bikunins: Ent- 
sprechend der oben beschriebenen Methoden wurde SC106 mrt pDLLB-121 transformiert: URA3 -Zellen 
wurden isofiert und kultrviert der KulturQberstand wurde auf Elastase-inhibitorische Aktivrtat OberprUft In 
Kontrollversuchen wurde nachgewiesen, dafl SC106-Zellen transformiert mit pS600 keine Elastase-inhibitori- 
sche Aktivitat im Kuiturmedium produzierten. 

Die erzielten Ergebnisse zeigten. daB das Des(1-21)-Uu-36-Leu-38-Bikunin-Gen, exprimiert in Saccha- 
romyces cerevisiae. zur BikJung eines Proteins im Kuiturmedium mit den folgenden Bgenschaften fQhrte: 
(a) Trysininhibitorisch aktiv, (b) Molekulargewicht von 17 k und 15 k nach Elektrophorese in SDS- 
Polyacrylamidgelen, (c) das Protein zeigte die N-terminale Sequenz Lys-Glu-Asp-Ser-Cys des Des(1-21)- 
Bikunins. 



Legenden 

Abb. 1 Primarstruktur des menschBchen Bikunins Das N-termina!e Peptid (Pos. 1-21) und die 
DomSnen 1 (Pos. 22-77) bzw. 2 (Pos. 78-147) sind durch tryptische Spaltung erhaltlich. Pfeile markieren 
Sequenzen solcher Bereiche. die von unterschiedlichen Exons kodiert werden, Stemchen die gezielt 
veranderten Reste Pi und P2 der reaktiven Zentren. Identische AminosMurereste in den beiden Inhibitordo- 
manen des Bikunins sind durch vertikate Unien hervorgehoben. 

Abb. 2 Konstruktion von desf 1 * 17 - ^'^hMet^-Xaa^-Xaa^-Bikunin-Varianten. Oligonukteotidsequenz 
des Grundgens. 

Die in den Van an ten ausgetauschten Reste sind doppeft unterstrichen . Am 5-Terminus des Gens ist das 
erste Kodon Teil der Ncol-Erkennungssequenz CC ATGG , am 3 -Terminus des Gens ist das letzte Nukleotid 
des dritten von drei aufeinanderfolgenden Stoppkodons ( end) Teil einer Sall-Erkennungssequenz GTCGAC. 
Die Erkennungssequenzen fQr die Restriktionsnukleasen Ncol, Asp718 und Sail, die die einzelnen Module 
begrenzen. sind einfach unterstrichen . Die zur Genkonstruktion verwendeten Oligonukleotide werden durch 
Pfeile reprasentiert und sind numeriert 

Abb.3 Klonierung des desC'^ ^^lvlet^-Bikunin-Gens (pTZKUN!) und der des [ , ,7 - 78 - , * 7 ]-Met» 8 - 
Xaa^-Xaa^-Bikunin-Genvarianten (pTZKUMXX) 

Abb.4 Klonierung des desl 117 hBikunin-Gens (pTZBIK) bzw. des desC 1l7 hMet 18 -Bikunin (pTZBIKI) 
und desI 1,7 hMet- 18 -Xaa 3G -Xaa 38 -Bikunin-Gens (pTZBIKIXX). 

M: ai-Mikroglobulin; D1 und D2: DomSnen 1 und 2 des Bikunins; N: N-ierminales Peptid des Bikunins; C: 
C-terminaie Sequenz des Bikunins; KUN1: synthetische DomMne 1. bestehend aus den Modulen Modi und 
Mod2. Spaltstellen. die durch die Ktonierungsprozedur verloren gehen, sind im resultierenden Plasmid 
eingetragen. jedoch nicht mehr gekennzeichnet Die Fragmente B und D - wenn sie als solche nicht erzeugt 
wurden - sind zur besseren Orientierung angegeben. 

Abb.5 Klonieren des des[ 179 hBikunin-Gens (pTZKUN2) 
D2: Domane 2 des Bikunins: C: Oterminale Sequenz des Bikunins; KUN1: synthetische Domane 1, 
bestehend aus den Modulen Modi und Mod2: Spaltstellen. die durch die Ktonierungsprozedur verloren 
gehen. sind im resultierenden Plasmid ohne Kennzeichnung eingetragen. Fragmente - auch wenn sie als 
solche nicht erzeugt wurden. wie z.B. B und C - werden zur besseren Orientierung angegeben 

Abb. 6 Konstruktion der Genvarianten der 2. Domane des Bikunins: des( ,#79 hXaa 32 -Xaa 94 -Bikunin- 
Varianten und desl^^hMet^-Leu^-Leu^-Leu^-Leu^-Bikunin mit Xaa 92 -Xaa 94 = He. Leu. Met. Val. Phe 
Dargestellt ist die naturliche Bikuninsequenz ab Domane 2 (Position 78) und die synthetischen Oligonukleo- 
tide A-D ( Pfeile) in denen die Kodons der Positionen 92 und 94 des Bikunins (doppeit unterstrichen ) in den 
Oligonukleotiden A und B jeweils entsprechend den Erfordernissen der einzelnen Vananten ersetzt wurden 
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(lie: ATC; Leu: CTG; Val: GTT; bzw. deren komplementare Sequenzen im Gegenstrang). Die Erkennungsse- 
quenzen der Restriktionsnukleasen Apal (GGGCCC) und Xmnl (GAANNNNTTC) sind einfach unterstrichen . 

Abb.7 Klonieren der desI'^Xa^^Xaa^-BikunirvGenvarianten mit Xaa = lie. Leu, Met und Val 
D2: Domane 2 des Bikunins: KUN2: Domane 2 des Bikunins nach Ersatz des natQrlichen Xmnl/Apal- 
Fragments durch das synthetische Modul 3; C: C-terminaJe Sequenz des Bikunins 

Abb.8 Klonieren der desf' ^hMet^-Xaa^-Xaa^-Xaa^Xaa^-Bikunin-Genvarianten mit Xaa = lie. 
Leu. Met. Val. Phe 

KUN1: synthetische Domane 1. bestehend aus den Modulen 1 und 2; 

KUN2: Domane 2 des Bikunins nach Ersatz des natiirlichen Xmnl/Apal-Fragments durch das 
synthetische Modul 3; C: OterminaJe Sequenz des Bikunins 

Abb.9 Klonieren des dest^^^^J-Met^-Xaa^-Xaa^-Bikunin-Gens (C-terminale Verlangerung der 1. 
Dom3ne um die Aminosauresequenz T-V-A-A) 

KUN1: synthetische Domane 1. bestehend aus den Modulen 1 und 2; D2: Domane des Bikunins: C: C- 
terminale Sequenz des Bikunins; a und b: Oligonukietidlinker (siehe Text). 
Abb. 10: pMTt5. ein E. coli-Hefe-Shuttle-Vektor. 

Abb. 11: Schema der gezieften Mutagenese der alpha-Faktor-Leader-Sequenz. Die Mutagenese von 
TCT zu AGC erieichterte die Isolierung eines 213 bp Pstl-Hindlll-Fragments, das mit (I) bezeichnet ist 

Abb. 12: Koristruktion eines modifizierten Hefe-E coli-Shuttte-Vektors filr die Expression/Sekretion 
des Bikunins unter Verwendung des alpha-Faktor-Promotors und der modifizierten alpha-Faktor-Leader- 
Sequenz. Die modifizierte alpha-Faktor-Leader-Sequenz (bezeichnet mit I in Abb. 11) wurde als Pstl-Hindlll- 
Gen-Fragment in den Vektor pMT15 eingebaut und ersetzte dort die urspriingliche alpha-Faktor-Leader- 
Sequenz. 

Abb. 13: Das natOriich vorkommende Bikunin-Gen kloniert in den pMT15 E. coli-Hefe-Shuttle-Vektor, 
der die alpha-Faktor-Pra-Pro-Sequenz enthMtt. 

Abb. 14: Expressionsvektor pLLB3638. Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-36-Leu-3&-Bikunin-Gen-Fusion klo- 
niert in den Vektor pS600. DNA- und entsprechende Aminosaure-Sequenz an der Fusionsstelle von 
Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-36-Leu-38-Bikunin in pLLB3638 ist dargesteW. Lys-Arg ist die KEX2-Prozessie- 
rungsstelle der PrS-Pro-alpha-Faktor- Sequenz (Julius et al.. Cell. 37. 1075. 1984). Die AminosSure- 
Nummerierung 1 - 38 entspricht jener der Bikunin-Mutein-Sequenz. 

Abb. 15: Expressionsvektor pLLB9294. Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-92-Leu-94-Bikunin-Gen-Fusion klo- 
niert in den Vektor pS600. DNA- und entsprechende Aminosaure-Sequenz an der Fusionsstelle von 
Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-92-Leu-94-Bikunin in pLLB3638 ist dargestellL Lys-Arg ist die KEX2-Prozessie- 
rungsstelle der PrS-Pro-alpha-Faktor-Sequenz (Julius et al.. Cell. 37. 1075. 1984). Die AminosSure-Numme- 
rierung 1 - 94 entspricht jener der Bikunin-Mutein-Sequenz. 

Abb. 16: Expressionsvektor p4LB. Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-36-Leu-38-Leu-92-Leu-94-Bikunin-Gen- 
Fusion kloniert in den Vektor pS600. DNA- und entsprechende Aminosaure-Sequenz an der Fusionsstelle 
von Pra-Pro-alpha-Faktor-Leu-36-Leu-3&-Leu-92-Leu-94-Bikunin in p4LB ist dargestellt. Lys-Arg ist die 
KEX2-Prozessierungsstelle der Pra-Pro-alpha-Faktor-Sequenz (Julius et al.. Cell. 37. 1075. 1984). Die 
Aminosaure-Nummerierung 1 - 94 entspricht jener der Bikunin-Mutein-Sequenz. 

Abb. 17: Expressionsvektor pDLLB-121. Pra-Pro-alpha-Faktor-Des(1-21)-Leu-36-Leu-38-Bikunin-Gen- 
Fusion kloniert in den Vektor pS600. DNA- und entsprechende Aminosaure-Sequenz an der Fusionsstelle 
von Pra-Pro-alpha-Faktor-Des(1-21)-Leu-36-Leu-38-Bikunin in pDLLB-121 ist dargestellt. Lys-Arg ist die 
KEX2-Prozessierungsstelle der Pra-Pro-alpha-Faktor-Sequenz (Julius et al.. Cell. 37. 1075. 1984). Die 
Aminosaure-Nummerierung 1 - 38 entspricht jener der Bikunin-Mutein-Sequenz. 



AnsprUche 

1. Proteinaseinhibitor. der die Sequenz der Aminosauren 21 bis 147 des humanen Bikuniris besitzt. in 
der wenigstens ein Aminosaurerest durch eine andere natOriich vorkommende Aminosaure ausgetauscht 
wurde. 

2. Proteinaseninhibitor gemafl Anspruch 1. bei dem der Aminosaurerest in einer oder in mehreren der 
Positionen 36. 38. 45. 92, 94. 98. 116 gegen andere natOriich vorkommende Aminosauren ausgetauscht ist. 

3. Proteinaseninhibitor gema/5 Anspruche 1 oder 2. bei dem der Austausch gegen einen Aminosaure- 
rest aus der Gruppe Ala. Gly. He. Leu. Phe. Val. Arg. Tyr. Trp. Lys erfolgt. 

4. Proteinaseninhibitoren gemSB AnsprUche 1 bis 3 mit beliebigen Kombinationen der folgenden 
Austausche: 

Position 36: Met gegen Leu. lie, Val. Arg. Phe, Tyr, Trp, Lys 
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Position 3& Met gegen Leu, Arg, lie, Val. Lys 
Position 45: Asn gegen eine andere naturtiche AminosSure 
Position 92: Arg gegen Leu. lie. Val. Phe. Lys 
Position 94: Phe gegen Leu. Arg. Lys. lie. Val 
s Position 98: Tip gegen Lys, lie. Val, Phe. Leu, Ala, Gly, Ser 
Position 116: Glu gegen Arg, Lys. 

5. Proteinaseinhibitor gemafl Anspruche 1 bis 4, bei dem ein oder mehrere Met-Reste durch nicht 
oxidierbare Aminosaurereste ersetzt sind. 

6. Proteinaseninhibttor gemSfl AnsprUche 1 bis 5 mit einem zusatzlichen Polypeptid am N-Terminus 
jo dessen Aminosauresequenz von der naturiichen Sequenz 1 bis 21 des Bikunins abgeleitet ist. 

7. Proteinaseninhibttor gemSB Anspruche 1 bis 6 mit Oder ohne Glykosyfierung. 

8. Fragmente mit Proteinasen-inhibrtorischer Wirkung, die von den Proteinaseninhibitoren gemafl 
AnsprQche 1 bis 7 erhalten werden. 

9. Fragmente gemafl Anspruch 8 die im wesentlichen die Sequenz der Aminos^uren 22 bis 77. 1 bis 77 
is Oder 78 bis 147 des Bikunins enthalten. 

10. Verfahren zur Herstellung von Proteinaselnhibitoren. die die Sequenz der AminosSuren 21 bis 147 
des humanen Bikunins besitzen. in der mindestens ein Aminosaurerest durch eine andere natOrllch 
vorkommende Aminosaure ausgetauscht wurde. dadurch gekennzeichnet, dafl man eine geeignete Wirtszef- 
le. die mit einer fur diesen Inhibitor codierenden Nucleinsaure verindert wurde. kultiviert und den Inhibitor 

20 aus der Kultur gewinnt 
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